This Page Is Inserted by EFW Operations 
and is not a part of the Official Record 



BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representation of 
The original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



per 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERITJ DU TRAJTE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCI) 



(51) Classification Internationale des brevets^ : 
C12N 15/55, 9/78, C12Q 1/68 
G01N 33/569, A61K 39/106 
C12P 21/02 



Al 



(ll)Nmnero de publication Internationale: 
(43) Date de publication internationale: 



WO 90/04030 

19 avril 1990 (19.04.90) 



(21) Numero de la demande Internationale: PCT/FR89/00S18 

(22) Date de depot international: 6 octobre 1989 (06.10.89) 



(30) Donnees relatives a la priorite: 

88/13135 6 octobre 1988 (06.10.88) FR 



(71) Applicants (for JP only): INSTITUT PASTEUR [FR/FR]; 
. 25-28»jrue du Dr.-Roux, F-75724 Paris Cedex 15 (FR). 
INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA 
RECHERCHE MEDICALE iFR/FR]; 101, rue de 
Tolbiac, F75654 Paris Cedex 13 (FR). 



(72) In? enteur; et 

(75) Inventeur/Deposant (US seulement) : LABIGNE, Agnes 
[FR/FR]; 47, avenue Beausejour, F-91440 Bures-sur- 
Yvette (FR). 



(74) Mandataire: S.C. ERNEST GUTMANN-YVES PLASSE- 
RAUD; 67, bd Haussmann, F-75008 Paris (FR). 

(81) Etats designes: JP, US. 



Pnbliee 

Avec rapport de recherche internationale. 
Avant t expiration du dilaiprevu pour la modification des 
revendicatioru, sera republiee si de tetles modifications sent 
regies. 



(54) Title: SEQUENCES OF NUCLEOTIDES CODING FOR A PROTEIN HAVING AN UREASIC ACTIVITY 
(54)Htre: SEQUENCES DE NUCLEOTIDES CODANT POUR UNE PROTEINE A ACTTVTTE UREASIQUE 
(57) Abstract 

The invention relates to a sequence of nucleotides, characterized in that it is comprised of at least one portion of a sequence 
coding for a protein having a urease activity as expressed by C pylori. The invention also relates to the applications of this se- 
quence, particularly for the in vitro diagnosis of pathologies associated with the presence of Campylobacter pylori in the organism 
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(57)Abrege 

L'invention concerne une sequence de nucleotides, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une partie d'une sequence 
codant pour une proteine a activite urease telle qu'exprimee par G pylori. L'invention a egalement pour objet Ies applications de 
cette sequence, notamment pour le diagnostic in vitro de pathologies liees a la presence de Campylobacter pylori dans l'oi^anisme 
d'un individu. 
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SEQUENCES DE NUCLEOTIDES CODANT POUR UNE PROTEINE A 
ACTIVITE UREASIQUE 



5 L* invention a pour objet des sequences de 

nucleotides codant pour une urease telle qu'exprimee 
naturellement chez Campylobacter py loyi et ses 
applications biologiques, notamment pour la detection de 
C pylori chez l'homme ou dans l'environnement. 

10 C. pylori est une bacterie a gram negatif retrouvee a 

ce jour exdusivement a la surface de la muqueuse de la 
partie antrale de l'estomac chez l*homme, et plus 
particulierement autour des lesions et des crateres des 
ulceres gastriques et duodenaux. 25% de la population est 

15 porteuse de C. pylori ; 8% presentent une maladie 
ulcereuse, 9% souffrent de dyspepsie non-ulcereuse et 8% 
sont porteurs asymptomatiques. 

Tous les C pylori isoles et decrits a ce jour, 
possedent les trois proprietes suivantes: 

20 Les bacteries produisent une urease dotee d'une 

grande activite. 

Elles adherent tres fortement aux cellules 
epitheliales de la nugueuse gastrique, cette propriete se 
traduisant in vitro par une tres forte adhesion aux 

25 cellules Hela. 

Les C. pylori produisent et liberent une enzyme 
presentant une activite proteolytique conduisant a la 
degradation du mucus et done a un af faiblissement de la 
barriere naturelle protegeant la muqueuse gastrique. 

30 La detection de C. pylori in situ , chez l'homme et 

dans l'environnement et 1' etude de son pouvoir pathogene 
- elle est consideree comme responsable des gastrites 
actives chez l»homme - se heurtent toutefois aux 
difficultes de culture de cet organisme. 

35 
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Sa croissance est trfes lente (6 i 7 jours sur mill u 
geiose au sang), et doit s'effectuer dans des conditions 
de microa6rophilie, l'oxygfcne de l f air etant toxique. 

La recherche de moyens de detection de cette 
5 bacteria a conduit les inventeurs h identifier les g&nes 
responsables chez C. pylori de la production d v urease. 

La determination de la sequence de nucleotides d'un 
fragment intrag6nique a permis de disposer d'un outil 
utilisable comme sonde de detection pour 1 • identification 
10 specifique des C. pylori . 

L 9 invention a done pour but de fournir de nouvelles 
sequences de nucleotides capables de coder pour des 
proteines 4 activity urdasique telles qu 1 exprimees chez 
C. pylori . 

Elle a egalement pour but de fournir des fragments 
de cette sequence utilisables comme sondes de detection 
de C. pylori , 

L' invention vise, en outre, h fournir une proteine h 
activite ureasique telle qu'exprimee chez C. pylori , de 
purete eievee, et des fragments de cette proteine. 

La sequence de nucleotides selon l 1 invention est 
caracterisee en ce qu'elle comprend au mo ins une partie 
d»une sequence codant pour une proteine h activite urease 
telle qu'exprimee chez C. pylori . 

L* invention a plus particulierement pour objet un : 
sequence de nucleotides capable de s'hybrider avec des 
genes codant pour une proteine & activite urease telle 
qu'exprimee chez C. pylori , dans les conditions suivantes: 
68 *C, 6 x SSC (1 x SSC est constitue de 0,15M de NaCl et 
30 0,015M de citrate de sodium, pH7) , en milieu Denhardt (1% 
Ficoll, 1% polyvinylpyrrolidone, 1% de serum albumine de 
boeuf ) • 

Selon un autre aspect de l f invent ion, la sequence de 
nucieotid s est caracterisee en ce qu'ell porte 
35 1 1 information requise pour la production d'une proteine h 
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activity urease ou d ses fragments, capables d former 
un complexe immunologique avec des anticorps diriges 
respectivement contre une proteine d' activite urease 
telle qu'exprimee chez C. pylori ou contre des fragments 
de cette dernier e. 

La sequence selon 1' Invention est egalement 
caracterisee en ce gu'elle comprend au moins une partie 
d'un fragment d» environ 8Icb correspondant au fragment de 
restriction EcoRl (Clal. BamHD-PstI (Hindlll). 

La carte de restriction enzymatigue de ce fragment 
est representee sur la figure 2. 

Une sequence plus specialement preferee comprend au 
moins une partie d'un fragment d« environ 4 f 2kb (±5%) 
delimite par les nucleotides d'extremite situes 
respectivement a une distance d 1 environ 0,55kb en amont 
du site H2 represent© sur la figure 2, et d' environ 0,7kb 
en aval du site Bl represents sur la figure 2. 

Les sequences constitutes par ce fragment portent 
1 • information necessaire pour 1' expression d'une proteine 
20 a activite urease telle qu'exprimee naturellement chez 
C« pylori . 

L» express ion de ces sequences peut intervenir chez 
tout autre microorganisme capable d« exploiter a son 
profit 1» information portee par ces sequences, notamment 
chez une souche de Campylobacter naturellement deficiente 
en genes codant pour la production d'une proteine a 
activite urease (ou encore souche de Campylobacter 
urease-) . 

Selon encore un autre aspect, 1' invention vise une 
sequence recombinante comprenant l'une des sequences 
definies ci-dessus, le cas echeant associee a un 
promoteur capable de contrdler la transcription de la 
sequence et une sequence d'ADN codant pour des signaux de 
terminaison de la transcription. 
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tea sequences de nucle tides de l'inv ntion s nt 
caracterisees en ce qu'elles sont capables de s'hybrider • 
avec tine sonde fonnee a partir de la sequence present ant: 
- 1 • enchainenent (Z) de nucleotides suivant: v 



- ou l'enchainement (II) de nucleotides suivant: 

15 



20 AAAOCTAAATTCAISGAAIAIU^ . 

25 (XAGCX3HTITGCX23^^ 

ATTAAAGOGTIJOGAIAAITAAATC^^ 

AlQOCTTClCnMQQGTT^ 

GTCAICTICBOTCBGC^^ 

30 GTiTriaCftaJ^nWil^UJLTlTlMG 
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ou l'enchainement (Ilbis) d nucleotid s suivant: 



CCTaAMGOGATCaCftftCI^^ 

TTGAI0GTA?^3GCTGGTQGIA11 
OCTftCAGCTITiaaflGC^^ 

AQCTDmxaTCAAATTGft^^ 



- ou les enchainements de nucleotides complementaires 
respectivement des enchainements (I) (ii) e t (Ilbis) 
sus-mentionnes . 
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Des sequences de nucieotid s sel n 1' invention, s nt 
caract6ris6es en ce gu'elles comprennent les 
encha inements de nucleotides ddfinis ci-dessus ou sont 
constitutes au mo ins par une partie de ces enchainements • 

5 

II va de sol que les bases des sequences de 
nucleotides consid6r£es peuvent etre dans un ordre 
different de celui trouv6 dans les gfenes et/ou que ces 
bases peuvent etre, le cas ech6ant, substitutes, d6s lors 
qu'une sonde eiabor6e & partir de telles sequences donne 
une reponse caract6ristique et non Equivoque quant & la 
capacity de reconnaitre la presence de genes codant pour 
la proteine h activity urease de C. pylori . 

Toute sequence de nucleotides hybridable avec celle 
des enchainements de nucleotides sus-mentionn6s telle 

15 

qu'obtenue par transcription enzymatique inverse de l'ARN 
correspondant ou encore par synthase chimique, entre 
6galement dans le cadre de 1' invention. 

L v invention conceme 6galement une sequence de 
nucleotides correspondant, selon le code genet ique 
universe 1, £ au moins une partie de la sequence (III) en 
acides amines suivante: 



25 



30 
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ANTOGBQSGHIIFSDyAKIGD^^ 

5 

L' invention a egalement pour objet une sequence de 
nucleotides correspondant, selon le code genet ique 
universel, a au moins une partie de la sequence en acides 
amines (IV) suivante (codee par la sequence nucleotidique 
10 (Ilbis) 

^M^pF^ftKSINSVAVKPI^B^^^QS^M , ^^ 

15 VTlMIGGGrK^ADGIN^^ 
JO£GFKI£EDHGTTPSAINHA 
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L 1 invention se rapp rte 6galem nt aux vect urs 
recombinants d 1 expression et de clonage, capables de 
transformer une cellule hdte appropri6e, comportant au 
mo ins une partie d'une sequence de nucleotides telle que 
d£finie ci-dessus sous le contrdle d 1 6 laments de 
regulation permettant son expression. 

Des vecteurs recombinants prdfdr6s renferment au 
moins une partie de la sequence d' environ 4,2kb 6voqu£e 
plus haut. 

Les souches de micro-organismes trans forages entrent 
dgalement dans le cadre de I 9 invention. Ces souches 
comportent l'une des sequences de nucleotides d£finies 
ci-dessus ou encore un vecteur recombinant tel que d6f ini 
pr£cedemment • 

La souche E.coli S17-1 d£pos£e le 16 Aofit 1988 sous 
le n a 1-795 & la Collection Nationale de Culture de 
Microorganismes (C.N. CM.) de l'Institut Pasteur & PARIS 
(France) porte le plasmide pILL590 de 16,3kb environ qui 
comprend le fragment de restriction d' environ 8Mb EcoRI 
(Clal, BamHD-PstI (Hind III) 6voqu6 plus haut. 

L 9 invention vise en outre line proteine pr£sentant 
une activity urease du type de celle exprim£e 
naturellement chez C. pylori ainsi que les fragments 
peptidiques de cette prot£ine. 

La proteine de I 1 invention, et ses fragments, 
correspondent selon le code genetique universel, aux 
sequences de nucleotides definies ci-dessus, en 
particul ier £ au moins une partie de la sequence 
d* environ 4,2kb. 

La proteine de 1 1 invention est £galement 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'une proteine telle 
qu'obtenue par transformation de cellules hotes au moyen 
d'un vecteur recombinant comme d6fini ci-dessus, mise en 
culture, dans un milieu approprie, des cellules hotes 
trans forme es et recuperation de la protein & partir de 
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ces cellules ou directement a partir du milieu de 
culture. La production d* urease ou de fragments de cette 
derniere par ce procede, fait egalement partie de 
1' invent ion. 

La proline de 1» invention et ses fragments, qui 
peuvent Stre egalement obtenus par synthese chimigue, 
prtsentent avantageusement un degre de puret* eleve et 
sont utilises pour former, selon les techniques 
classiques, des anticorps polyclonaux. 

De tels anticorps polyclonaux, ainsi que les 
anticorps monoclonaux capables de reconnaitre 
specifiquement la proteine ci-dessus et ses fragments 
sont egalement vises par 1» invention. 

Les sequences de nucleotides def inies ci-dessus sont 
obtenues selon les techniques classiques du genie 
genetique par clonage et identification des genes 
responsables de la synthese d'une proteine a activite 
urease chez C. pylori . 

L» invention vise egalement les applications 
biologiques des sequences de nucleotides, des proteines 
correspondantes et des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux. 

Ces applications comprennent 1» elaboration, a partir 
de fragments intrageniques, de sondes pour la detection 
de C.pylori . Cette elaboration comprend, notamment, la 
denaturation des sequences double-brin pour obtenir une 
sequence monobrin utilisable en tant que sonde. 

Les essais realises avec de tels fragments pour 
detecter la presence eventuelle de sequences 
complementaires chez divers Campylobacter e t chez des 
microorganismes appartenant a des genres differents ont 
mis en evidence la grande specif icite de ces fragments. 

L» invention vise done des sondes de detection 
caracterisees n c qu'elles comprenn nt au moins une 
partie d'un sequ nc de nucleotides defini ci-d ssus. 
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Toute sonde ne s dlstinguant d la precedent , au 
niveau de sa sequence de nucleotides, que par des 
substitutions ou alterations de nucleotides n'entrainant 
pas de modification de ses proprietes d' hybridation avec 
le genome de C. pylori , entre dans le cadre de 
1' invention. 

Le fragment d'ADN utilise comme sonde comporte un 
nombre de nucleotides suffisant pour obtenir la 
specif icite reguise et la formation d'un hybride stable. 

II est possible d'utiliser des fragments atteignant 
plusieurs kb, des resultats de haute specif icite etant 
cependant egalement obtenus avec des fragments plus 
courts d 1 environ 25 & 40 nucleotides. 

Des sondes appropriees pour ce type de detection 
sont avantageusement marquees par un element radio-actif 
ou tout autre groupe permettant sa reconnaissance & 
l'etat hybride avec la preparation renfermant l'ADH & 
etudier. 

Selon les techniques classiques, ces sondes sont 
mises en contact avec un echantillon biologique 
renfermant des bacteries, ou directement avec ces 
bacteries ou leurs acides nucieiques, dans des conditions 
autorisant 1' hybridation eventuelle de la sequence de 
nucleotides de la sonde avec une sequence compiementaire, 
eventuellement contenue dans le produit teste. 

On peut, par exemple, mettre en oeuvre la methode 
d 9 hybridation sur taches. Cette methode comporte apr&s 
denaturation de l'ADN prealablement obtenu & partir de 
bacteries provenant de biopsies antrales, le depot d'une 
quant ite aliquote de cet ADN sur des membranes de 
nitrocellulose, 1* hybridation de chaque membrane dans les 
conditions usuelles avec la sonde et la detection, de 
mani&re class ique, de 1 'hybride forme. 

On peut aussi utiliser un methode d 1 hybridation sur 
replique, selon la technique de Southern. C tt methode 
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comprend la separati n 61 ctr phor6tiqu en gel d'agar se 
des fragments d'ADNs engendres aprts traitement de 1'ADN 
par des enzymes de restriction, le transfert aprte 
denaturation alcaline sur des membranes appropriees et 
leur hybridation avec la sonde dans les conditions 
usuelles. II n'est pas tou jours necessaire de proc6der & 

5 1 * expression prtalable de l'ADN. II suffit que 1 V ADN soit 
rendu accessible h la sonde. 

La detection pour !• identification specif ique des 
C. pylori peut etre egalement realisee par des techniques 
d' amplification de l'ADN (PCR) . Ces techniques sont 

0 decrites en particulier dans les brevets US. 4683202 et 
4683195 au nom de Cetus Corporation. 

Pour la mise en oeuvre de ces techniques, on utilise 
deux amorces de 10 h 40 nucleotides, avantageusement 
d' environ une vingtaine de nucleotides, ces amorces etant 

5 comprises dans l*une des sequences de nucleotides 
definies ci-dessus ou susceptibles de s'hybrider avec une 
partie d'une des sequences nucieotidiques definies ci- 
dessus, ou de leurs sequences compiementaires. De manifcre 
avantageuse, ces amorces sont distantes d • environ 200 k 

0 250 nucleotides lorsqu'elles sont hybridees (ou liees) , 
aux brins de l'ADN & amplifier. I 1 une des sequences est 
capable de se lier & une sequence de nucleotides d'un des 
brins de fragments d'ADN h amplifier, cette sequence 
etant situ6e au niveau d'une extremite de ce fragment 

5 (par exemple 1' extremite 5') ; !• autre sequence est 
capable de se lier & une sequence de nucleotides du 
deuxifeme brin du fragment d'ADN h amplifier, cette 
derni&re sequence etant situee au niveau de 1' extremite 
de ce fragment oppos6e & celle sus-mentionn6e (cette 

5 demiere extremite etaent encore designee par extremite 
3 1 dans 1' exemple propose). 

Des amorces preferees sont comprises dans la 
s6quenc de nucleotides du fragment d restriction H2-H3 
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d la figure 2, et sont distantes d 1 nviron 200 4 250 
nucleotides. 

II s'agit, en particulier, des fragments 
respectivement & chaque extremite de cette sequence de 
restriction HindlH-Hindlll. 

Un procede de depistage in vitro de la presence 
5 eventuelle de C, pylori dans un echantillon biologique 
comprend les 6 tapes suivantes: 

- eventuellement l 1 amplification prealable de la quantity 
de sequences de nucleotides susceptibles d'etre contenues 
dans l 1 echantillon, par mise en contact de cet 

10 echantillon avec des amorces telles que decrites ci- 
dessus, ces amorces etant susceptibles respectivement de 
se lier d»une part & l»extrdmit6 5* d'un brin de ladite 
sequence de nucleotides et d 1 autre part, & 1' extremite 3* 
de 1' autre brin de ladite sequence de nucleotides, cette 

15 mise en contact etant suivie d'une etape d v amplification 
ggnique en presence d'une ADN polymerase et des quatre 
nucleosides triphosphates dATP, dCTP, dGTP, dTTP, ces 
operations d 1 hybridation des amorces et d 1 amplification 
genique etant repetees plusieurs fois, 

20 - la mise en contact de l 1 echantillon biologique en 
question avec une sonde nucieotidique selon 1» invention, 
dans des conditions permettant la production d"un 
complexe d 1 hybridation forme entre la sonde et la 
sequence de nucleotides, 

25 - la detection du complexe d 1 hybridation. 

L» invention fournit ainsi des outils permettant de 
detecter rapidement C. pylori , in situ , et dans 
1 ' environnement avec une grande specif icite, sans avoir h 
prat i que r de cultures. 

30 De tels outils de detection sont particulierement 

utiles pour etudier le reservoir naturel de ces 
bacteries, les methodes de transmission, de circulation 
et de contamination. De plus, dans 1 diagnostic in vitro 

35 
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pratique sur 1 s biopsies, 1 'utilisation d ess ndes 
pennet un gain de temps considerable par rapport aux 
techniques actuelles qui necessitent de plus une 
technologie ne pouvant etre realisee que dans des 
services specialises, a savoir, des techniques 
bacteriologiques ou utilisant la microscopic 
electronique. 

Des resultats reproductibles ont 6te obtenus en 
utilisant comme sonde intragenique le fragment d' environ 
8Kb ddfini ci-dessus. 

Compte tenu de leur specif icite a l'egard de 
C. pylori, ces sondes constituent egalement un outil de 
grand inter St. 

Pour etudier le pouvoir pathogene de C. pylori de 
facon a prevenir 1' infection, il est ainsi possible 
d'etudier le rdle jou6 par C. pylori dans le developpement 
des maladies ulcereuses et d» identifier les determinants 
genetiques qui semblent impliques dans le pouvoir 
pathogene de cet organisms en vue de creer in vitro des 
mutants isogeniques de C. pylori , c.a.d. des bacteries 
modifiees genetiquement dans chacun des determinants qui 
semblent jouer un rdle dans la pathogenese de 
1' infection, mutants qui pourront etre testes dans des 
modeles animaux. 

L* invention concerne egalement la detection du 
polymorphisme des genes codant pour 1» urease chez 
C. pylori a l'aide des sondes nucleotidiques definies ci- 
dessus et d' enzymes de restriction appropriees. Les 
conditions dans lesquelles cette detection est realisee 
sont plus particulierement decrites dans 1 'article de 
Gusella J.F. dans J. of Clin. - investigations (1986), 
77, 1723-1726. 

L' invention vise egalement les applications 
immunologiqu s de la prot6ine code , plus specialement 
pour 1' elaboration d» antiserum specif ique ainsi qu 
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d' anticorps polycl naux et mon cl naux. Les antic rps 
polyclonaux sont form 6s selon les techniques classiques 
par injection de la proteine h des animaux, recuperation 
des antiserums, puis des anticorps h partir des 
antiserums par exemple par chromatographie d'af finite. 

Les anticorps monoclonaux sont produits de manifere 
habituelle en fusionnant des cellules myeiomes avec des 
cellules de rate d'animaux prealablement immunises & 
I'aide des proteines de I 1 invention. 

L v invention vise, en outre, un procede de depistage 
in vitro de la presence eventuelle de C. pylori dans tin 
echantillon biologique susceptible de le contenir. Ce 
procede est caracterise en ce qu'il comprend: 

- la mise en contact de l 1 echantillon avec un anticorps 
selon l v invention, dans des conditions permettant la 
production d'un complexe immunologique forme entre tout 
ou partie de la proteine & activite urease produite par 
C. pylori et cet anticorps, et 

- la detection du complexe immunologique. 

Pour la mise en oeuvre des methodes de depistage in 
vitro , considerees ci-dessus bas£es sur 1 'utilisation de 
sondes nucieotidiques, on a recours avantageusement & des 
necessaires ou kits comprenant: 

- le cas echeant, au moins tin couple d 9 amorces selon 
1* invention, 

- une quantite d6terminee d'une sonde nucieotidique selon 
l 9 invention, 

- avantageusement, un milieu approprie respect ivement & 
la formation d 9 une reaction d 9 hybridation entre la 
sequence a detecter et la sonde. 

- avantageusement des reactifs permettant la detection 
des complexes d 9 hybridation formes entre la sequence de 
nucleotides et la sonde lors de la reaction 
d 9 hybridation . 
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P ur la mis n oeuvr des mdthodes de dgpistage in 
vitro d£finies ci-dessus, bas£es sur 1 'utilisation 
d 1 anticorps on aura recours avantageusement k des 
n£cessaires ou kits, comprenant: 

une quantity d£termin6e d f un anticorps selon 
1' invention, 

- avantageusement un milieu appropri£ k la formation 
d'une reaction immunologique entre au moins une partie de 
la prot6ine k activity urease produite par une souche de 
C. pylori et 1' anticorps, 

- avantageusement, des r6actifs permettant la detection 
des complexes immunologiques formes entre au moins une 
partie de la prot£ine k activity urease et I 1 anticorps 
lors de la reaction Immunologique. 

One 6tude approfondie du fragment de 4,2kb d£fini 
ci-dessus a pennis de situer les gfenes de structure 
codant pour les sous-unit6s polypeptidiques majeures de 
1" urease de C. pylori . 

Cette 6tude a 6t6 rdalisde en construisant des 
mutants dans les plasmides recombinants introduits chez 
E.coli et C. jejuni incapables de synthdtiser I 1 urease, 
(Baskerville-A, Newell D. (1988), Gut. 29, 465-472). Le 
systfeme de transcription-traduction in vitro d'E^coli 
ainsi qu f un syst&ne d' expression en minicellules ont 6t6 
utilises afin d 1 identifier et de localiser, au sein du 
fragment de 4,2kb de C. pylori . 1" ensemble des gfenes 
codant pour les sous-unit6s de l»ur6ase: deux prolines 
majeures de 26kDa et 61kDa ont 6t6 identifies. 
Parallfelement, apres diverses d616tions au sein du 
fragment de 4,2kb, un systeme de transfert par 
conjugaison d'une souche d' E.coli k C. jejuni (du type de 
celui explicits dans la description detail 16e qui suit) a 
6t6 utilise pour identifier les regions indispensables k 
l'expressi n de 1" activity ur6asique et corr61er la 
d616ti n d'une region avec la disparition d f un 
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polypeptide et la perte d 1' activity urgasique. II a 6t6 
ainsi d£termin£ que les g&nes codant pour les deux 
polypeptides n£cessaires k l v expression de 1* activity 
ur£asique se situent dans la region centrale de 03,35kb, 
en aval du site H3 de la figure 2, et it cheval sur Bl. La 
transcription des gfenes codant pour les polypeptides de 
61kDa ou de 26kDa se fait dans le sens EcoRI-PstI . Le 
fragment de 3,35kb est necessaire ma is non suffisant & 
1' expression de l*activite urdasique chez C. jejuni . Une 
region adjacente de 0,85kb, situ£e en amont et 
apparemment non associee & 1' expression de polypeptides 
chez Ejjcoli, est indispensable & 1' expression de 
1' activity urdasique chez C. jejuni . 

L v analyse des mutants de d£16tion par 
transcription-traduction in vitro a permis d v observer que 
les deux polypeptides de 26 et 61kDa sont cod£s par deux 
15 fragments d'ADN adjacents. 

La pr£sente invention a pour objet tout ou partie de 
la sequence nucldotidique (V) suivante : 

] 

20 ATGftHOC^^ 

35 ou i t& mi i m umaa^^ 

717 
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L« invent i n a plus particulierement p ur bjet toute 
sequence nucleotidigue correspondant, selon le code 
genetique universel a au moins une partie de la sequence 
en acides animes (VI) de 26kDa (codee par la sequence 
nucleotidique (V)) suivante: 

I 

EKSVELIDIQGNKRITC 
239 acides amines 

Poids moleculaire : 26.522 daltons 
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L'inv ntion a egalement pour bjet tout u partie 
de la sequence nud6otidique (VII) suiv antes: 



GCTTgaftOGRTGOGBGCTl^ 
15 CBDG&ftSOGGGGCaXA^^ 

COCAAAlXATIG0GGCH3^^ 
T CTSOCTCAfiQOS^a^ ^ 

TTCTITCGCCTCRAfiCC^^ 
GGOGKIGOG&AGXTl^ 

30 . 




10 





flGCTraQOGC3tfOCTri3^^ 

1710 
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L f invention a plus particulierement pour bjet tout 
sequence nucleotidigue correspondant, selon le code 
genetique universel a au noins une partie de la sequence 
en acides amines (VIII) de 61kDa (codee par la sequence 
nucleotidique (VII)) suivante: 

5 

I 

MKKJSRKEYVSMYGPTTGDKVRL^ 

SQShlNPSKEEU>UnNAUvl)YTGIYKAO)GIKDGKIAGIG 
10 LSVGPATEAUGEGUvTAGGIDWlHnSPQCMPTAFASGvT^ 

GTNATTITPGRRNIJCWMIJUAEEYSMNLGR^ 

KIHEDWGTTPSAJNHALDVADW^^ 
15 TFHTEGAGGGHAPDIlKVAGEHNILPASTNFnnPFTVNTEAEHM 
- KSIKEDVQFADSRIRPQTlAAEDTUHDMGlFSrrSSOSQAMGRVXa 

ADKNKKEFGRLKEEKGDNDNFRJKRYl^K^ 

VLWSPAFFGVXPNMIIKGGRALSQMGDANASIPT^^ 

20 ANJTFVSC^YDKGIKEELGL£Fto 

HVFVDGKEVTSKPANKVSLAQLFSIF 

5?9 

569 Acides amines 
25 Poids moleculaire : 61 729 daltons 
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La comparais n de la sequence n acid s amines VIII 
avec celle de l 1 urease d' haricot (Jack Bean) decrit 
notamment dans Eur. J. Biochem 175, 151-165 (1588), 
montre de fagon inattendue un haut niveau d 'homologies 
d'acides amines. Cette conservation de structure a permis 
aux inventeurs de deduire le site act if de la sous-unite 
ureasique de 61kDa qui est compris, en total ite ou en 
partie, dans la sequence polypeptidique deiimitee par les 
acides amines situes aux positions 206 et 338 de la 
sequence VIII deer ite ci-dessus. 

L v invention vise 6galement toute ou partie de la 
sequence nucieotidique IX constitute success ivexnent de la 
sequence V et de la sequence VII. 

L' invention se rapporte egalement 4 toute sequence 
nucieotidique correspondant, selon le code genetique 
universel & au moins une partie de la sequence en acides 
amines (X) de 87kDa constitute successivement de la 
sequence VI et de la sequence VIII* 

L* invention concerne egalement des sondes de 
detection de la presence eventuelle de C. pylori dans un 
echantillon biologique, caracttriste en ce qu'elles 
comprennent au moins une partie d'une sequence de 
nucleotides dtfinies ci-dessus. 

II va de soi que les bases des sequences de 
nucleotides considerees peuvent etre dans un ordre 
different de celui trouve dans les genes et/ou que ces 
bases peuvent etre, le cas tchtant, 

substitutes, d&s lors qu'une sonde tlaboree a partir de 
telles sequences donne une reponse caracteristique et non 
equivoque quant 4 la capacite de reconnaitre la presence 
de genes codant pour la p rot tine a activite urease de 
c. pylori . 

Toute sequence de nucleotides hybridable avec celle 
des nchain ments d nucleotides sus-mentionnes telle 
qu'obtenue par transcription enzymatique inverse de l'ARN 
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corr spondant ou encore par synthase chimiqu , entr 
egalement dans le cadre de 1' invention. 

Toute sonde ne se distiguant de la precedente, au 
niveau de sa sequence de nucleotides, que par des 
substitutions ou alterations de nucleotides n'entrainant 
pas de modification de ses propriety d v hybridation avec 
5 le genome de C. pylori , entre dans le cadre de 
!• invent ion. 

Les sondes sus-mentionnees sont utili sables dans des 
procedes de diagnostic in vitro de la presence eventuelle 
de C. pylori dans un 6chantillon biologique decrits ci- 
10 dessus. 

L v invention a egalement pour objet des amorces 
nucieotidiques d 1 environ 10 * environ 40 nucleotides, ces 
amorces etant comprises dans l'une des sequences 
nucieotidiques V ou VII definies ci -dessus (ou dans l'une 

15 des sequences d£riv6es de ces sequences V et VII) , ou 
etant susceptibles de s'hybrider avec une partie d'une 
des sequences nucieotidiques sus-mentionnees ou avec 
leurs sequences complement a ires (notamment dans les 
conditions d' hybridation definies ci-dessus) . 

20 L' invention conceme egalement 1 'utilisation de ces 

amorces dans les m6thodes de diagnostic in vitro definies 
ci-dessus, pour I 1 amplification pr6alable de la quantite 
de nucleotides de C. pylori susceptibles d'etre contenus 
dans I'echantillon biologique selon le procede d6crit 

25 ci-dessus. 

L v invention se rapporte egalement aux vecteurs 
recombinants d v expression et de clonage, capables de 
transformer une cellule hdte appropriee comportant toute 
ou partie d'une sequence nucieotidique identique ou 

30 derivee des sequences nucieotidiques V, VII et IX sus- 
mentionnees. 

L'inv ntion vise egalement un procede de production 
de proteines correspondant & toute u parti des 
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s6qu nces VI, VIII et X sus-menti nn6es, ce procede 
comprenant la transformation de cellules hdtes 
appropriates (notamment celles d6crites ci-dessus) & 
l'aide des vecteurs sus-mentionnes et la recuperation des 
proteines ainsl produites suivie, le cas echant, par une 
etape de purification de ces proteines. 

Le procede de production de prolines d6f ini ci- 
dessus comprend le cas £ch£ant une etape prealable 
d' amplification de g&ne codant pour la proteine dont la 
production est recherchee, cette etape etant realisee h 
l'aide de couples d 1 amorces de 1' invention selon le 
procede decrit ci-dessus. 

L 1 invention a egalement pour objet les polypeptides 
(ou proteines) codes par les sequences nucieotidiques 
decrites ci-dessus. En particulier l 1 invention vise la 
sequence en acides amines X de 87kDa, la sequence VI de 
15 26kDa, et la sequence VIII de 61kDa decrites ci-dessus 
ainsi que leurs fragments. 

L v invention conceme egalement les anticorps 
polyclonaux et monoclonaux obtenus & partir de toutes ou 
partie des polypeptides decrits ci-dessus et susceptibles 
20 de former un complexe immunologique avec eux. 

L 1 invention vise particuli&rement les anticorps, 
notamment monoclonaux, obtenus & l'aide d'une sequence 
peptidique d'au moins environ 10 & 15 acides amines de la 
sequence VI, ou de la sequence VIII* 
25 Des anticorps monoclonaux prefdrds de 1» invent ion 

sont diriges contre toute ou partie de la sequence 
deiimitee par les acides amines situes aux positions 206 
et 338 de la sequence VIII, et plus particulierement ceux 
obtenus & I 1 aide d'une sequence peptidique d'au moins 
environ 10 h 15 acides amines issue de la sequence 
deiimitee par les acides amines situes aux positions 206 
et 338 de la s6quenc VIII. 
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L'inv ntion a egalement p ur objet 1* utilisation des 
anticorps sus-mentionnes pour la mise en oeuvxe de 
methodes de diagnostic in vitro ainsi que dans des kits 

de diagnostic in vitro de !• infection d'un individu par 
C. pylori tels que decrits ci-dessus. 

L» invention vise egalement des compositions 
immunogenes comprenant toute ou partie des polypeptides 
decrits ci-dessus, et plus particulierement, toute ou 
partie de la sequence polypeptidique delimitee par les 
acides amines situes aux positions 206 et 338 de la 
sequence VIII, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

De telles compositions immunogenes sont utilisables 
en tant que compositions de vaccin pour la prevention de 
1* infection d»un individu par C. pylori . 

L' invention concerne egalement des compositions 
pharmaceutiques comprenant un (ou plusieurs) anticorps 
tels que decrits ci-dessus, et plus particulierement des 
anticorps susceptibles de former un complexe 
immunologique avec toute ou partie de la sequence 
peptidique delimitee par les amines situes aux positions 
206 et 338 de la sequence Vlli , en association avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

De telles compositions pharmaceutiques selon 
1- invention sont utilisables par le traitement des 
pathologies liees a 1' infection d'un individu par 
c. pylori, notamment des gastrites, et des ulceres 
gastriques et duodenaux. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention sont rapportes dans la description qui suit 
concernant le clonage des genes responsables de la 
production de la proteine a activite urease chez 
C. pylori , 1 sequ ncage d la region associee a 
!• expression de la proteine a activite urease et la 
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specificite de sond 8 nucieotidiqu s pour la detection d 
C. pylori . 

Dans cette description, on se reffere aux figures 1 
et 2 qui representent: 

- la figure 1, la carte de restriction d'un fragment 
Pstl-EcoR I du cosmide recombinant IXD2 port ant 

5 1 1 information reguise pour 1' expression de 1' urease chez 
C. jejuni , et 

- la figure 2, la carte de restriction d'un fragment 
d 1 environ 8kb de pILL590. 

1) Realisation d'une banque genomique dans un vecteur 

10 cosmidique navette; clonage des genes impliques dans la 
production de 1' urease chez C. pylori . 

L'ADN chromosomique de la souche C. pylori (85P) est 
prepare de fagon & generer des fragments d'ADN de haut 
poids moieculaire; environ 300pg de cet AON chromosomique 

15 sont soumis & une digestion partielle contrdiee par 
1'endonuciease de restriction Sau3A et deposes sur 
gradient de sucrose de fagon & isoler seiectivement des 
fragments de digestion compris entre 35 et 45 kilobases. 
1,5/ig de ces fragments sont ligatures in vitro au vecteur 

20 navette-cosmide pILL575 linearise par 1'endonuciease 
BamH I et dephosphoryie. pILL575 a ete construit & partir 
du cosmide navette pILL550 decrit par Labigne-Roussel et 
al. dans J. Bacterid. 169:5320-5323, 1987, dans lequel a 
ete insere le site "cos" du phage lambda (fragment Bgl II 

25 de l,7kb de pERG153 insere au site Pvu II de pILL550) ; il 
est done comme lui mobilisable par conjugaison, code pour 
une resistance a la kanamycine qui s'exprime & la fois 
chez E.coli et Campylobacter (Km r ) et se replique a la 
fois chez E.coli et chez C. jejuni du fait de la presence 

30 de deux origines de replication, l'une fonctionnelle chez 
E.coli exclusivement l 1 autre uniquement chez 
Campylobacter . Les produits de cett ligation sont 
empaquetes in vitro dans les particules de lambda puis 

35 
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introduits par trans feet ion dans une souche de E.coli 
hdbergeant un plasmide IncP capable de complementer en 
trans les fonctions de transfert des cosmides 
recombinants, Les colonies de E.coli infect£es et 
r£sistantes k la kanamycine sont imm6diatement conserves 
individuellement 4 -80 *C; une bangue g6nomique cosmidique 
representative de I 9 ensemble du genome de Campylobacter 
pylori est r£alis£e chez E.coli en conservant environ 500 
clones inddpendants . 

Chacun des cosmides recombinants est alors transfer^ 
par conjugaison d , E i coli k une souche r£ceptrice de 
Campyloba cter jejuni C31, naturellement urease'. 

On v£rifie pour chacun de ces transconjugants 
r£sistants k la kanamycine , s'il y a synthase par 
Campylobacter jejuni d'une urease. 

On isole un cosmide sur 106 analyses portant une 
information g6ndtique conf6rant k Campylobacteur jejuni 
C31 la capacity de produire une urease. Le cosmide 
recombinant (IID2) a une taille de 54 kilobases. La 
position relative des sites de clivage par les 
endonucl6ases de restriction PstI, BamHI, Smal et EcoRI 
sur cette sequence est pr£sent£e sur la figure l. 
2) Identification du ou des gfenes reguis pour la 
production d' urease chez Campylobacter pylori . 

On effectue le sous-clonage des genes ureases en 
rdalisant a partir de l'ADN cosmidique 1ID2 prepare chez 
E»coli de s digestions partielles par I'endonuclSase Sau3A 
de fa$on k g6n6rer des fragments de digestions partielles 
allant de 8 & 15 kilobases. On recherche le plus petit 
plasmide hybride clon6 chez E.coli conf6rant l» aptitude k 
produire une urease apres son transfert par conjugaison k 
Campylobacter r6cepteur. 

4 plasmides sur 37 testes portent 1 » information 
n6cessaire k l> xpression d l f ur6ase chez Campylobacter 
jejuni: pILL586, pILL589 et pILL590 (cf. figure 2). 
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Par comparaison d s cart s de restriction d ces 
guatre hybrides, on constate la presence d'une sequence 
de nucleotides de 4,2 kilobases commune aux guatre 
hybrides, suggSrant qu'il s'agit li de la region reguise 
pour 1' expression de 1' urease. Un certain nombre de 
deletions ont et6 realisees qui confirme ces conclusions 
(cf . figure 2) ♦ 

Le fragment EcoRI-Pst I de pILL590 a et6 utilise 
comme sonde dans des hybridations avec l'ADN total de 
C. pylori 85P en vue de s 1 assurer gue les diff brents 
fragments de restrictions g£ner£s avec BamHI et Hindlll k 
partir de pILL590 etaient presents dans 85P. Les 
resultats obtenus montrent que la sequence de 8kb 
presente dans pILL590 n'a pas subi de rearrangements au 
cours des differentes 6 tapes de clonage. 

3) Sequence de nucleotides de la region associee & 
I 1 expression de 1 'urease. 

La sequence du fragment Hindlll compris entre les 
sites H2 et H3 correspond 4 la sequence des 294 
nucleotides de 1' enchainement (I). 

La sequence suivante de 610 nucleotides de 
1 •enchainement (II) est interne au fragment defini par 
les sites H4 et Bl (figure 2). 

4) Specif icite des sondes nucieotidiques pour la 
detection de Campylobacter pylori . 

Le fragment EcoRI-PstI de 8kb provenant de pILL590 a 
ete utilise comme sonde radioactive dans des experiences 
d ' hybridation . 

32 Campylobacter pylori ont 6t6 testes en 
hybridation sur colonies et ont donne un signal positif ; 
sur 35 Campylobacter jejuni , fetus et coli etudies aucune 
n'a donne de signal positif dans des conditions 
d 1 hybridation stringentes classiques (50% de formamide, 
37", 3XSSC). 
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Dans c s mem s conditions, la s nde C. pylori de 8 
kilobases n'a pas donne de signal positif avec la liste 
des microorganismes suivants qui sont tous naturellement 
des producteurs d' urease: 

Klebsiell a oxvtoca (3 souches) , Klebsiella 
pneumoniae (3 souches), Proteus mirabllis (3 souches) 
Proteus morqanil (3 souches) Proteus vulgaris (2 souches) 
Providencia stuartii (3 souches), Pseudomonas plcketti (3 
souches), Yersinia enterocolitica (3 souches), 5 souches 
d'Acinetobacter urease*, 2 souches d 1 Escherichia coli 
urease* et 3 souches de Citrobacter freundli urease*. 

L' absence de faux positif avec le fragment 8kb 
garantit la specificite des sondes nucleotidiques 
proposees. 

Un procede de preparation d'anticorps comprend: 

- 1 » immunisation d'un animal a l'aide d'un polypeptide 
ci-dessus ddfini, et 

- la recuperation des anticorps formes selon les 
techniques classiques. 

Un mode de preparation approprie des acides 
nucleiques (comportant au maximum 200 nucleotides - ou 
pb, lorsqu'il s»agit d" acides nucleiques bicatenaires) de 
1' invention par voie chimique comprend les etapes 
suivantes: 

- la synthese d'ADN en utilisant la methode automat isee 
des beta-cyanethyl phosphoramidite decrite dans 
Bioorganic Chemistry 4; 274-325, 1986, 

- le clonage des ADN ainsi obtenus dans un vecteur 
plasmidien approprie et la recuperation des ADM par 
hybridation avec une sonde appropriee. 

Un mode de preparation, par voie chimique, d» acides 
nucleiques de longueur superieure a 200 nucleotides - ou 
pb (lorsqu'il s'agit d 1 acides nucleiques bicatenair s) 
comprend les etapes suivantes: 
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1' assemblage d'olig nucleotides synthetises 
chimiquement , pourvus & leurs extr£mit£s de sites de 
restriction diff brents, dont les sequences sont 
compatibles avec 1 1 enchainement en acides amines du 
polypeptide naturel selon le principe decrit dans Proc. 
Nat. Acad. Sci. USA 80; 7461-7465, 1983, 
- 1 e c 1 onage des ADN a ins i ob t enus dans un vecteur 
plasmidien approprie et la recuperation de l'acide 
nucieique recherche par hybridation avec une sonde 
appropriee. 
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REVENDICATI NS 

1. Sequence de nucleotides, caracterisee en ce 
qu'elle comprend au moins une partie d'une sequence 
codant pour une proteine a activite urease telle 
qu ' exprimee par C. pylori . 

2. Sequence de nucleotides capable de s'hybrider 
avec des genes codant pour une proteine a activite urease 
telle qu 1 exprimee chez C. pylori dans les conditions 
suivantes :6B'C, 6 x SSC dans un milieu de Denhardt. 

3. sequence de nucleotides, caracterisee en ce 
qu'elle porte 1 • information requise pour la production 
d'une proteine a activite urease ou de fragments de cette 
derniere capables de former un complexe immunologique 
avec des anticorps respect ivement contre la proteine a 
activite urease telle qu • exprimee par C. pylori , ou 
contre des fragments de cette derniere. 

4. Sequence de nucleotides selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un fragment EcoRI ( cial . BamHI) -PstI ( Hind lll) 
d' environ 8 kb dont la carte de restriction enzymatique 
est representee sur la figure 2. 

5. Sequence de nucleotides selon la revendication 4 r 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une partie 
d'un fragment d' environ 4,2 kb (± 5 %) delimite par les 
nucleotides d'extremite situes respectivement a un« 
distance d« environ 0,55 kb en amont du site H2 represents 
sur la figure 1, et d« environ 0,7 kb en aval du site Bl 
represents sur la figure 2. 

6. Sequence de nucleotides recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence selon 
l'une quelconque des revendications l a 5, le cas 
echeant, associee avec un promoteur capable de contr61er 
la transcription de la sequence et une sequence d'ADN 
codant pour des signaux de terminaison de la 
transcription . 
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7. Sequence de nucleotides, caracterisee en c 
qu'elle est capable de s'bybrider avec une sonde 
nucleotldigue formee a partlr de la sequence present ant: 
- l'enchainenent (I) de nucleotides suivant: 



5 j\^XTITIftK3GGTGT^ 
GOCaATITIXXSmxaQC^^ 

10 



- ou 1 • enchainement (Ilbis) de nucleotides suivant: 



20 TTQGATITAAlTAlCaCTMCQ^^ 



AQCTTAO00GA3CAAATTGMG00GS 



35 
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ou l» nchainenent (V) de nucltotid s suivant: 



4. 

ff 

20 OGTGGTmCA3t3XX3Cn3^ 



25 



30 
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- ou l'enchainement (VII) de nucle tides suivant: 



25 (3^DOGC«3SnCa^^ 

TTOTTQG0G0X»aftCXX3^^ 

30 AMMOOBAftftftaaC^^ 
AQCTHXXBCAACICT^^ 

1710 
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- u les enchain ments de nucleotid s complem ntaires 
respectivement des enchainements (I) (ii) (v) et (VII) 
sus-mentionnes . 

8. Sequence de nucleotides, caracterisee en ce 
gu'elle comprend un enchainement de nucleotides selon la 
revendication 7 ou qu'elle est constitute par au moins 
une partie de cet enchainement. 

9. Sequence de nucleotides correspondant, selon le 
code genetique universel, a la sequence (III) en acides 
amines suivante: 



15 ANETXBQSGHIIFSDYA^^ 



20 



10. Sequence de nucleotides correspondant, selon le 
code genetique universel, a la sequence (IV) en acides 
amines suivante: 



25 VTM(£GCTGPflX3INA^^ 
AGAIGEKIHEDTOITPSAINHA 



30 
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11. Sequence de nucleotides correspondant, selon le 
code genetique universal, a la sequence (VI) en acides 
amines suivante: 

I 

12. Sequence de nucleotides correspondant, selon le 
code genetique universel, a la sequence (VIII) en acides 
amines suivante: 



15 I 

MKKSRKEYVSMYGPTTG^ 
SQSWPSKEEli)UITNAUVW 

lsvgpatealageguvtaggidthihfispcmiptafasgvt™ 
20 gtnattitpgrrnucwmij^aaeeys^^ 

k1hedwgttpsainha1j)vadkydvqva^ 

tfhtegaggghapdhkvagehnilp^ 
25 - ksikedvqfadsrirpqtiaaedti^dmgif^ 

adknkkefgrlkeekgdndnfrikhy^^ 

naavspaffgvkp^ikggralsc^ 

anttfvsc^ydkgikeelgljefo^ 
30 hvfvdgkevtskpankvslaqlfsif. 

569 
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13. Vecteur recombinant, notamment plasmide ou 
cosmide recombinant, capable de transformer une cellule 
hdte appropriee, ledit vecteur contenant une sequence de 
nucleotides selon l'une guelconque des revendications 1 h 
12 sous le contrdle d 1 elements de regulation permettant 

5 1» expression de ce fragment dans la cellule hdte. 

14. Plasmide pILL590 porte par la souche E.coli 
S17-1 d6pos6e le 16 aoflt 1988 sous le numero 1-795 & la 
C N»C*M» 

15. Souche de micro-organisme transformed & I 1 aide 
1Q d f au moins un vecteur selon la revendication 13 ou 14 ou 

d'une sequence de nucleotides selon l f une quelcongue des 
revendications 1 & 12. 

16. Proteine & activity urease du type de celle 
exprimee chez C. pylori et ses fragments peptidiques, 

15 c °rrespondant , selon le code genetique universel f aux 
sequences de nucleotides selon l'une quelcongue des 
revendications 1 h 12. 

17. Proteine h activite urease du type de celle 
exprim6e chez C. pylori . telle qu'obtenue par 

20 transforma tion de cellules hdtes au moyen d»un vecteur 
recombinant selon la revendication 13 ou 14, mise en 
culture, dans un milieu approprie, des cellules h6tes 
transformees et recuperation de 1* urease & partir de ces 
cellules ou directement h partir du milieu de culture. 

25 18 • Anticorps polyclonal ou monoclonal, caracterise 

en ce qu'il est dirig6 contre toute ou partie de la 
proteine, ou de ses fragments, selon la revendication 16 
ou 17. 

19. Anticorps polyclonal ou monoclonal, caracterise 
30 en ce qu'il est dirige contre toute ou partie de la 
sequence determinee par les acides amines situ6s aux 
positions 206 et 338 de la sequence VIII selon la 
revendication 12 • 

35 
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20. Sonde de detection caracterisee en ce qu'ell 
comprend tout ou partie des sequences de nucleotides 
selon l'une guelconque des revendications 1 k 12. 

21. Proc6de de depistage in vitro de la presence 
eventuelle de C. pylori dans un echantillon susceptible de 
le contenir, caract6rise en ce gu'il comprend les etapes 

5 suivantes: 

- eventuellement 1' amplification prealable de la quantity 
de sequences de nucleotides selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 12, susceptibles d'etre contenues dans 
l'echantillon, a l'aide d 1 amorces suceptibles 

10 respectivement de se lier, d'une part 4 1' extremite 5* 
d'un brin de ladite sequence de nucleotides et d' autre 
part r & l'extremite 3' de 1' autre brin de ladite sequence 
de nucleotides, 

- la mise en contact de l'echantillon biologique sus- 
15 mentionne avec une sonde nucieotidique selon la 

revendication 2 0 , dans des conditions permettant la 
production d'un complexe d 'hybridation forme entre ladite 
sonde et ladite sequence de nucleotides, 

- la detection du susdit complexe d 1 hybridation. 

20 22. Proc6d6 de depistage in vitro de la presence 

eventuelle de C. pylori dans un echantillon biologique 
susceptible de le contenir, caracterise en ce qu'il 
comprend: 

- la mise en contact de l'echantillon avec un anticorps 
25 selon la revendication 18 ou 19, dans des conditions 

permettant la production d'un complexe immunologique 
forme entre tout ou partie de la proteine & activite 
urease produite par C. pylori et cet anticorps, et 

- la detection du complexe immunologique. 

30 23. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre d'une 

methode de depistage in vitro de la presence eventuelle 
de C* pylori dans un echantillon, caract*ris6 en ce gu'il 
c mprend: 

35 
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- un quantite determine d'un sonde nucie tldiqu sel n 
la revendication 20, 

- avantageusement un milieu approprie h la formation 
d f une reaction d 1 hybridation entre la sequence h 
detecter, et la sonde sus-mentionnee, 

- avantageusement des react if s permettant la detection 
des complexes d 1 hybridation formes entre la sequence de 
nucleotides et la sonde lors de la reaction 
d 1 hybridation. 

24. Necessaire ou kit pour la mise en oeuvre d v une 
methode de depistage in vitro de la presence eventuelle 
de C. pylori dans un echantillon, caract6rise en ce qu»il 
comprend: 

- une quantity determine d»un anticorps selon la 
revendication 18 ou 19, 

- avantageusement un milieu approprie & la formation 
d'une reaction immunologique entre au mo ins une partie 
d'une proteine & activity urease produite par une souche 
de C. pylori et l 1 anticorps, 

- avantageusement, des reactifs permettant la detection 
des complexes immunologigues formes entre au moins une 
partie de la proteine urease et 1» anticorps lors de la 
reaction immunologique. 

25. Utilisation en tant qu 1 amorces dans des 
techniques d» amplification d'ADN, de type PCR, de deux 
sequences de nucleotides d' environ au moins 20 
nucleotides, compris dans 1* une des sequences selon l»une 
quelconque des revendications 1 & 12, et distantes de 200 
k 250 nucleotides environ, l'une des sequences etant 
capable de se lier h l^extremite 5 1 d»un brin de la 
sequence & amplifier et la deuxifeme sequence & 

30 l'extremite 3' de !• autre brin. 

26. Composition pharmaceutique caracterisee en ce 
qu'elle comprend des antic rps selon la revendication 18 



35 
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ou 19 en association avec tin vghicul ph&rmaceutiquement 
acceptable. ? 

27. Composition immunog&ne caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend toute ou partie d'une prot6ine selon la 4 
revendication 16 ou la revendication 17 en association 
avec un v£hicule pharmaceutiquement acceptable. 

28. Composition selon la revendication 27 
caract£ris£ en ce qu'elle comprend toute ou partie de la 
sequence dglimitee par les acides amines situ 6s aux 
positions 206 et 338 de la sequence VIII selon la 
revendication 12. 
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